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Mitochondria play important roles in life. Dysfunction of mitochondria is central to the 
pathogenesis of many diseases, such as, Alzheimer’s and Parkinson’s disease. Studying 
and discovering signs of mitochondrial dysfunction can lead to prevention of disease. 
However, conventional methods can’t simultaneously give us important information such 
as the dynamics of various molecules, the localization of metabolites, and the cell 
condition. Therefore, by furthering the technological development of single-cell mass 
spectrometry, I measured the metabolites of live mitochondria. 
 
[Methods and Results] 
1. Metabolite analysis of mitochondria in a single cell 
Mitochondria of a target cell were directly sucked into a nanospray tip under a 
fluorescence microscope. Components were measured by high-resolution mass 
spectrometer LTQ Orbitrap Velos Pro. About 7,000 ion peaks were detected from a single 
cell. Composition difference between mitochondria and cytosol was detected by statistical 
analysis. Telocinobufagin was identified as one of the mitochondrial- specific metabolites. 
 
2. Metabolite tracking in a single mitochondrion with a stable isotope 
In order to track the flux of metabolites between mitochondrion and cytosol, I used 13C 
glucose. A single mitochondrion treated with MitoTracker Green was sucked. 
Metabolites were measured by high sensitivity mass spectrometer TSQ Vantage. 
Metabolites in the glycolytic system were substituted from 12C to 13C only in the cytosol. 
In contrast, metabolites in the TCA cycle were substituted in the cytosol and 
mitochondria. The flux of metabolites was analyzed at the single-mitochondrial level. 
 
[Conclusion] 
This method provides a powerful tool for mitochondrial metabolism analysis, because it 
enables us to measure mitochondrial metabolites from a single living cell, not a group of 
cells or dead cells. We will be able to actualize the measurement of specific metabolites 
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ガン細胞の多様性は、Petel らによって 2014 年に報告された[5]。彼らは、一人の患者




























































Kennedy らによるアメフラシの神経細胞を使った 1 細胞分析はその一例である[16]。しか
し、やはり選択性に乏しく、再現性を得ることにも注意が必要である。 


















































































グ（Serected reaction monitering, SRM）法がある。（Fig. 1-4） 
1 細胞分析は、網羅性や高感度といった利点から、主に質量分析計を用いて行われて
いる[4]。ペプチドを分析するときには MALDI 法、そして低分子を分析するときには ESI
法を組み込んだ機種を使用して分析されることが多い。Lapainis らは、キャピラリー電




更には、1 細胞の中の小器官の代謝物分析に向けて研究も進んできている[39, 40]。 
 


























































しかし、1 つの細胞レベルでのメタボロミクスは徐々に報告されてきているが[12, 14-16, 







































られる分子ピーク（m/z, Intensity, Relative Intensity, Noise）を、エクセルでテキスト形式
に変換する。分子の推定には、得られたイオンピークの精密質量の値を元に、Kyoto 


























































































































80%メタノールに溶かしてそれぞれ 1μM に調整したアミノ酸 20 種類をサンプルとして 3
μL ナノスプレーチップに注入し、m/z の幅をアミノ酸が全て検出されるよう 70-270 に設
定し、5 分間測定を行った。（Table. 2-1） 
コーティングの検討として、1g/L に調整したポリ-L-リジンを使用することにした。チッ
プ内にポリ-L-リジンを 5μL 入れ、1 時間室温で保管した。その後、ポリ-L-リジンの入っ
たチップに逆遠心をかけ、チップ内のポリ-L-リジンを全て取り除き、それから全て 1μM
に調整したアミノ酸 20 種類をそれぞれ 80%メタノールに溶かしたサンプルを、コーティン
グしたナノスプレーチップに 3μL 注入し、先ほどの場合と同様に、m/z の幅をアミノ酸が










アミノ酸 組成式 [M+H]+ 15N AAmix [M+H]+ 
Glycine C2H5NO2 76.03730 77.03434 
Alanine C3H7NO2 90.05495 91.05199 
Serine C3H7NO3 106.04986 107.04690 
Proline C5H9NO2 116.07060 117.06764 
Valine C5H11NO2 118.08625 119.08329 
Threonine C4H9NO3 120.06551 121.06255 
Cysteine C3H7NO2S 122.02702 123.02406 
Leucine C6H13NO2 132.10190 133.09894 
Isoleucine C6H13NO2 132.10190 133.09894 
Asparagine C4H8N2O3 133.06052 135.05459 
Aspartic acid C4H7NO4 134.04478 135.04182 
Glutamine C5H10N2O3 147.07641 149.07048 
Lysine C6H14N2O2 147.11280 149.10687 
Glutamic acid C5H9NO4 148.06043 149.05747 
Methionine C5H11NO2S 150.05832 151.05536 
Histidine C6H9N3O2 156.07675 159.06786 
Phenylalanine C9H11NO2 166.08626 167.08330 
Arginine C6H14N4O2 175.11895 179.10709 
Tyrosine C9H11NO3 182.08116 183.07820 
Tryptophan C11H12N2O2 205.09715 207.09122 
















補正の検討として、安定同位体アミノ酸ミックス（"CELL FREE" AMINO ACID MIX 
(20 AA) (U-15N, 96-98%), NLM-6695-PK, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.）を H2O
に 1g/L で溶かしたサンプルを使用することにした。ここで使用したアミノ酸ミックスは、







たアミノ酸 20 種類（Table. 1）900μL に、安定同位体アミノ酸ミックスのサンプルを、100
μL 添加したものをサンプルとして 3μL ナノスプレーチップに注入し、m/z の幅をアミノ

















チップへの分子の吸着について、測定した 20 種類のアミノ酸のうち、18 のアミノ酸が検
出できた。（Table 5）コーティング前のイオン強度の経時的変化を折れ線グラフにしたもの
を Fig. 2-3 (A)、コーティング前のイオン強度の経時的変化を折れ線グラフにしたものを Fig. 
2-3 (B)として表した。コーティングする前の線形最小二乗近似の傾きを求めたところ、-
1068～632028 であった。18 のアミノ酸のうち、15 で傾きが正であり、このうち、線形最
小二乗近似の傾きが 50000 以上であったアミノ酸は 9 あった。コーティングした後の線形
最小二乗近似の傾きを求めたところ、-26828～35213 であった。18 のアミノ酸のうち、5






𝑥 + 0.002/2) 2 𝑑𝑥 = 0.00001 (mm)3  








コーティング前 コーティング後 Fold Change コーティング前 コーティング後 増加率 (%) 
Glycine 76.0373 0 0 #DIV/0! 0 0 #DIV/0! 
Alanine 90.0550 0 224 #DIV/0! 0 11915 #DIV/0! 
Serine 106.0499 2717 -2356 0.75201 431869 374637 -13.25 
Proline 116.0706 242621 -18759 0.00598 34270939 45604892 33.07 
Valine 118.0863 71936 -18157 0.06371 10046313 12233437 21.77 
Threonine 120.0655 6427 -1186 0.03404 880245 927966 5.42 
Cysteine 122.0270 0 0 #DIV/0! 0 0 #DIV/0! 
Leucine / Isoleucine 132.1019 207301 -15258 0.00542 35116011 40348895 14.90 
Asparagine 133.0605 -1068 1874 3.07969 770958 996423 29.24 
Aspartic acid 134.0448 -2205 -624 0.08006 401778 57973 -85.57 
Glutamine 147.0764 13268 13659 1.05976 2480066 4365627 76.03 
Lysine 147.1128 381209 -10147 0.00071 37616336 50052318 33.06 
Glutamic acid 148.0604 4017 4112 1.04796 2268339 1353557 -40.33 
Methionine 150.0583 58779 -2635 0.00201 11932740 6326325 -46.98 
Histidine 156.0768 277515 -9873 0.00127 116337061 120042136 3.18 
Phenylalanine 166.0863 232174 -23608 0.01034 36672000 40329611 9.97 
Arginine 175.1190 632028 35213 0.00310 184205214 181196855 -1.63 
Tyrosine 182.0812 2156 -4137 3.68259 135926 293082 115.62 
Tryptophan 205.0972 166397 -26828 0.02599 21350397 17804863 -16.61 




















イオン化効率の補正については、測定した 20 種類のアミノ酸のうち、14 のアミノ酸が検出
できた。5 回測定した結果では、補正する前のイオン強度の分散が 3.49×E3～2.51×E6 で
あり、分散を平均で割った値である CV 値が 56%～102%であった。（Table. 2-3 (A)）安定
同位体のアミノ酸ミックスを使って補正を行ったところ、5 回測定した結果のイオン強度の
分散が 3.39×e4～6.88×e6 であり、分散を平均で割った値である CV 値が 56%～102%と




アミノ酸 [M+H]+ Data 1 Data 2 Data 3 Data 4 Data 5 平均値 分散 CV 値 
Glycine 76.0373 0 0 0 0 0 0 0  
Alanine 90.0550 0 0 0 0 0 0 0  
Serine 106.0499 0 0 0 0 0 0 0  
Proline 116.0704 1270875.1 7572.8 2162772.3 68191.6 2140634.5 1130009.3 9.48E+05 84 
Valine 118.0860 397983.5 1097.4 956604.6 9336.3 734748.6 419954.1 3.83E+05 91 
Threonine 120.0652 30951.3 70.2 86518.4 679.9 36671.9 30978.3 3.16E+04 102 
Cysteine 122.0270 0 0 0 0 0 0 0  
Leucine/ 
Isoleucine 
132.1017 1274550 3205.3 1986239.9 31329.7 1857915.6 1030648.1 8.62E+05 84 
Asparagine 133.0606 24213.7 112 41906.8 1301.5 25412.5 18589.3 1.59E+04 85 
Aspartic acid 134.0448 0 0 0 0 0 0 0  
Glutamine 147.0763 65697.9 1930.4 211034.9 13084.7 107736.1 79896.8 7.58E+04 95 
Lysine 147.1127 1318459.8 104020.5 1320261.5 548707.8 1786418.4 1015573.6 6.05E+05 60 
Glutamic acid 148.0604 0 0 0 0 0 0 0  
Methionine 150.0581 404094.5 1634.6 1042698.9 12612.9 607460 413700.2 3.91E+05 94 
Histidine 156.0765 4175669 349337.7 3412764.8 1459267.8 4460233 2771454.5 1.60E+06 58 
Phenylalanine 166.0860 1334551 3421.7 2439029.3 31457 1929831 1147658.0 9.87E+05 86 
Arginine 175.1188 6684620.5 600509.8 5524357 2436238.5 6995109.5 4448167.1 2.51E+06 56 
Tyrosine 182.0807 6250.8 0 12709.3 83.1 8291.6 5467.0 4.90E+03 90 
Tryptophan 205.0968 756539.6 2874.7 1153814.3 29126 928159.9 574102.9 4.73E+05 82 
 
Table. 2-3 (A) アミノ酸の実測値（5 回測定） 
42 
 
アミノ酸 [M+H]+ Data 1 Data 2 Data 3 Data 4 Data 5 平均値 分散 CV 値 
Glycine 77.0343 0 0 0 0 0 0 0  
Alanine 91.0520 550496.9 553.3 1499965.8 6105.6 897619.1 590948.1 5.68E+05 96 
Serine 107.0469 25403.4 24.2 92841.2 448.5 33831.3 30509.7 3.39E+04 111 
Proline 117.0676 3399275.3 36732.8 5028883 382901.6 5037485.5 2777055.6 2.18E+06 79 
Valine 119.0833 3198969.5 8850.8 4890816.5 110449.7 4354556 2512728.5 2.08E+06 83 
Threonine 121.0626 436157.8 686.2 1508122.4 6108.7 682379.8 526691.0 5.56E+05 105 
Cysteine 123.0241 0 0 0 0 0 0 0  
Leucine/ 
Isoleucine 
133.0984 11596871 140330.1 16051348 1090682.1 15250543 8825954.8 6.88E+06 78 
Asparagine 135.0546 309746.9 1415.2 916772 14196.2 555237.6 359473.6 3.46E+05 96 
Aspartic acid 135.0418 0 0 0 0 0 0 0  
Glutamine 149.0705 78826.5 914.7 380227.3 6856.4 114722.5 116309.5 1.39E+05 119 
Lysine 149.1069 498052.8 44125.8 979627.1 147991.8 541528.2 442265.1 3.31E+05 75 
Glutamic acid 149.0575 0 0 0 0 0 0 0  
Methionine 151.0554 397914.4 1374.4 968030.7 12209.4 587957.5 393497.3 3.65E+05 93 
Histidine 159.0679 1460256.4 94752.5 1125246.4 466343.9 1616829.9 952685.8 5.83E+05 61 
Phenylalanine 167.0833 3136466 9335.5 5082713.5 134344.7 4178231.5 2508218.2 2.08E+06 83 
Arginine 179.1071 9587306 862349.9 8021715.5 3493634 10118011 6416603.3 3.63E+06 57 
Tyrosine 183.0782 1016504.9 1771 1940041.6 16863.8 1263100.3 847656.3 7.48E+05 88 
Tryptophan 207.0912 2517457.8 10813.9 3259853.5 152827.6 2809965 1750183.6 1.38E+06 79 
 








度の分散が 3.11×E3～4.03×E5 であり、分散を平均で割った値である CV 値が 1%～56%
まで抑えることができた。補正前のデータの CV 値を、補正後の CV 値で割ることによっ
て、各アミノ酸の CV 値の変化率を求めた。その結果、イオンを検出することができた全て
のアミノ酸で、変化率が 1 以上となっており（Table. 2-4 の赤く塗ったセル）、補正を行う
ことによって、測定の分散を小さく抑えることが可能であり（Fig. 2-4 (A)-(M)）、それによ











アミノ酸 Revised 1 Revised 2 Revised 3 Revised 4 Revised 5 平均値 分散 CV 値 変化率 
Glycine 
0 0 0 0 0 0 0   
Alanine 
0 0 0 0 0 0 0   
Serine 
0 0 0 0 0 0 0   
Proline 
1038248.0 572515.2 1194328.6 494570.6 1180085.0 895949.5 3.02E+05 34  2.49 
Valine 
312608.3 311550.2 491469.6 212400.6 423975.2 350400.8 9.73E+04 28  3.28 
Threonine 
37375.9 53881.8 30215.4 58620.9 28305.0 41679.8 1.24E+04 30  3.44 
Cysteine 
0 0 0 0 0 0 0   
Leucine/ 
Isoleucine 
970013.4 201594.9 1092149.0 253524.4 1075232.5 8825954.8 6.88E+06 78 1.49 
Asparagine 
28101.0 28449.0 16432.0 32956.3 16452.6 24478.2 6.78E+03 28  3.09 
Aspartic acid 
0 0 0 0 0 0 0   
Glutamine 
96938.1 245461.7 64554.4 221964.1 109226.4 147628.9 7.22E+04 49  1.94 
Lysine 
1170777.1 1042579.2 596048.9 1639782.3 1458964.8 1181630.5 3.60E+05 30  1.95 
Glutamic acid 
0 0 0 0 0 0 0   
Methionine 
399608.8 467993.8 423849.3 406501.7 406549.6 420900.6 2.49E+04 6  16.0 
Histidine 
2724248.0 3512404.1 2889405.1 2981112.7 2628106.2 2947055.2 3.08E+05 10  5.52 
Phenylalanine 
1067234.6 919326.3 1203612.6 587302.8 1158489.5 987193.2 2.22E+05 23  3.82 
Arginine 
4473890.6 4468294.3 4418955.9 4474531.7 4436133.0 4454361.1 2.27E+04 1  111 
Tyrosine 
5212.5 0 5553.0 4177.0 5564.4 4101.4 2.11E+03 52  1.74 
Tryptophan 
525960.4 465257.9 619471.6 333551.3 578103.4 504468.9 9.99E+04 20  4.16 



























検討する項目として、Mass Range, Resolution に着目した。これらのパラメーター
については以下に記す。 
 
Fig. 2-4 アミノ酸同位体を使って補正を行った後のイオン強度と分散の変化 
(A) Proline、(B) Valine、(C) Threonine、(D) Isoleucine / Leucine、 
(E) Asparagine、(F) Glutamine、(G) Lysine、(H) Methionine、(I) Histidine、 




Orbitrap では、イオントラップに溜め込むイオンの上限値(Automacic Gain Control; 
AGC)が定められており、そのイオントラップに一定量以上のイオンが溜められること
によって、イオンの電荷同士が反発しあい、精密質量値がずれ、正確に m/z の値を算出
できなくなることを防いでいる。したがって、測定する Mass Range を広くすれば広く
するほど、質量分析計に取り込まれたイオン全体に対する一つ一つのピークのイオン数
が減ることになる。Orbitrap 検出器はイオンの周期的な運動の誘導電流を感知してフ
ーリエ変換により m/z を算出しており、少なくとも 200 個のイオンの集団でないと検
出することができないと言われている上に、誘導電流の合成波をフーリエ変換する際に
必ず noise が発生してしまう。この noise は測定者がマススペクトルを得るまでの計算
の過程で自動的にカットオフされるため、誘導電流が検出されていても強度が低すぎる
と noise cut off によって最終的なスペクトル上では検出されていないことになる。 
 
Resolution 
 Resolusion はピークとピークを分ける性能のことであり、LTQ Orbitrap においては
Orbitrap 検出器内での円運動の時間によって制御されている。分解能 100,000 の時、







 ATP を MeOH 70%, H2O 30%の溶媒で 100 nM に調整し、次のような条件で測定を
行った。nano-ESI のイオンソースを取り付けた LTQ-Orbitrap Velos Pro (Thermo 
Fisher Scienticif Inc,. USA)を使用し、ネガティブモードで測定を行った。 
●Mass Range Width: ATP である m/z = 506 を中心とした質量幅 33, 53, 73, 93, 113 




 ATP の Signal to Noise (S/N)を見たところ、測定した Mass Range の幅による感度
の変化に関しては、夾雑物の影響も絡んでくるため、はっきりした傾向を得ることがで
きなかった。Mass Range を変化させることによって、夾雑物を減らすことができるが、
指定した Mass Range 以外のイオンを排出する過程でのロスが発生するためか、一過
性のグラフにはなっていない。しかし、Mass Range は質量幅 50 程度まで広げたほう





Resolution は、10000 程度まで高くすることによって S/N が高くなるということ結
果が得られた。当初は、Resolution を長くすることで一度のスキャンにかかる時間が長
くなり、Orbitrap 検出機内での居住時間が長くなれば Signal が減少し、S/N が下がる
ことを予想していたが、実際には S/N は上昇した。Resolution を上げることで、Signal
自体はあまり減少せず、Noise が減少した。これによって、分解能による他のピークと
の分離を行うことによって、Noise が減少することが明らかになった。 
この LTQ Orbitrap において、Noise 値よりも低いピークは cut off によって消滅し、
検出されていないことになるため、S/N が感度を比較する上で重要である。以上より、











入して実験に使用した。この蛍光色素を Dimethyl sulfoxide (DMSO) で最終濃度 1µM 
となるように希釈し、それをストックとして保管した。 
測定については、ミトコンドリア内の代謝物を網羅的に分析することを目指したので、
高分解能質量分析計 LTQ-Orbitrap Velos Pro を使用して測定することとした。測定の
前には、m/z のズレを補正するためのキャリブレーション溶液として、1,3,6 Poly-
tyrosine solution （Thermo Fisher Scientific, USA）を使って、キャリブレーション
を行った。測定時にイオン化溶媒として使用する Methanol（MeOH）は、より純度の
高い、Electronic grade methanol（関東化学, Japan）を使用した。 
細 胞 サ ン プ リ ン グ 時 の バ ッ フ ァ ー に つ い て は 、 4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid（HEPES）（DOJINDO, Japan）を、pH 7.5、濃度は 1M
となるよう調整したものをストックとし、細胞に投与する際には、PBS（－）で最終濃
度 25mM となるように希釈したものを使用した。 
細胞観察の際は、ディッシュボトムに細胞接着を促進させるためのコラーゲンがコー





補正するため、Fluorescein（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を、イオン化溶
媒に最終濃度で 100nM となるよう調整した。 
 
２-４-２ 細胞培養 
実験に使用した細胞は、Human hepatocellular carcinoma cell line （HepG2）を使
用した。この細胞を、Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (Sigma-Aldrich 
Inc.) に、Fetal calf serum （FBS, Thermo Fisher）が 10%、抗生物質として Penicillin
（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）と Streptomycin G（Wako Pure Chemical 




細胞をサンプリングする 30 分前に、HepG2 細胞が培養してあるディッシュに、ミト
コンドリア蛍光色素である MitoRed を、最終濃度 100nM となるように添加した。サン
プリングを行う直前に、MitoRed が入った培養培地を捨て、PBS（－）で二度洗い、
25mM の HEPES バッファーをディッシュに注入した。その後、細胞は、共焦点レー












70％ MeOH を添加し、Nano-ESI のイオン源が装着された高分解能質量分析計 LTQ-
Orbitrap Veolos Pro に取り付けた。 
ナノスプレーチップの先端が質量分析計の入り口から 3mm のところに設置し、チッ
プに約 0.8ｋV の電圧を印加し、Negative ion mode で測定を行った。 
 
２-４-５ ミトコンドリア成分質量分析 
質量分析計は測定前に予め、1,3,6-Poly-tyrosine を使って、m/z = 180.067, 506.193, 
995.383 の 3 点においてネガティブイオンモードで m/z のキャリブレーションを行っ







得られたスペクトルデータは、Xcalibur 2.1（Thermo Fisher Scientific Inc.）で確認









PCA 解析を行った。これらの精密質量を KEGG[85], LIPID MAPS[86]に掲載のある代謝
物の精密質量に照合し、検出された分子の推定を行った。その中から、ミトコンドリア
や細胞質に特異的に検出された分子ピークには MS/MS を行い、構造情報を得ることで、
































度に対して t-検定を行い、p-Value < 0.05 であったピークをその群に特異的なピークと
した。そして、KEGG[85]と LIPID MAPS[86]で代謝物の推定を行うことができたピーク
















































PCA のローディングプロット（Fig. 2-10 (B)）は、サンプルから得られた全ピークを




ク、m/z = 401.23（Fig. 2-10 (B) の赤い矢印）を選択し、分子同定を行うために、MS/MS
での解析を行うこととした。この分子ピークは、サンプル郡の間の分散が等しくないこ
とを仮定した t-検定の結果からも、p-Value が 0.0342 と有意的に差があることが推定
され、ミトコンドリアをサンプリングして測定したときのみに検出される、特異性の強





















があり、Collision Energy 20～40 として MS/MS スペクトルを取得することが多い。
得られたプロダクトイオンのパターンを解析することによって、元のプリカーサーイオ
ンの構造情報を得ることができる。このような MS/MS スペクトルを解析するための方
法として、MassBank への照合、Met Frag でのフラグメント経路解析、Mass Fronteir
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ができる。例として、ATP のピーク m/z = 506.0 に対して MS/MS を行ったところ、
m/z = 329.1, m/z = 408.1 といったプロダクトイオンが検出されたが、m/z = 408.1 は









きない。ここで MS/MS を行った m/z = 401.23 の分子ピークは、MS/MS を行うことが
出来るほどの十分なピーク強度であった。 
m/z = 401.2 のピークに MS/MS を行うことにより、m/z = 327.2, m/z = 329.2, m/z = 
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339.1, m/z = 355.2 といったプロダクトイオンが検出された。MS/MS で得られたプロ
ダクトイオンの m/z と、それらのピーク強度から、元の分子が何であるのかを同定する
ために、MS/MS のデータを蓄積している MassBank と、分子構造から分子の壊れるパ
ターンを計算する Met Freg を使用した。 





m/z = 401.2 のピークに対して MS/MS を行い、Telocinobufagin というステロール脂
質がミトコンドリアから優位的に検出されていたことが分かったが、この MS/MS 結果
からは、他にも多くのプロダクトイオンが検出されていた。これは、m/z = 401.2 の分
子は 1 つではなく、いくつかの混合物である可能性が考えられる。これらのプロダクト
イオンについて、全てのプリカーサーイオンを決定する必要があるとすれば、そのとき
は m/z = 401.2 の分子で Fig のようなプロダクトを出す可能性のある標品を集め、それ
らの混合物を作成し、全く同じ Collision Energy で崩壊させて、プロダクトイオンのパ
































































実際に、D-Fructose の 6 つの C を全て 13C に置換した同位体 Fructose を、ヒト含脂肪
細胞に投与し、その代謝物である Glutamate、Palmitate、Lactate 等が同位体標識されて
13C に置き換わった代謝物となっていく様子を分析した例も報告されている[130]。さらに
は、13C だけでなく、15N を標識元素として採用した研究も報告されている[131]。 
 
























る、解糖系、TCA サイクルの代謝物の動きの分析を試みた。（Fig. 3-2） 
これらの代謝物が細胞内で代謝され、小器官の間を出入りしている様子を 1 細胞レベ
ルで追跡するため、安定同位体である 13C Glucose を投与し、ミトコンドリアと細胞質
における代謝物が、12C から 13C へ同位体標識されたものに置き換わっている様子を追
跡した。 
 









Green、Rh 123 の 4 つのミトコンドリア特異的蛍光染色プローブを使用した。これら






ぞれ最終濃度 100nM となるよう投与し、MitoTracker Red は 45 分、MitoRed は 60
分、MitoTracker Green と Rh 123 は 30 分、37℃で 5%の CO2環境下で培養した。共







Fig 3-3 蛍光プローブで観察しながらミトコンドリア単体を採取する様子 
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MitoTracker Red と MitoRed は 559nm の励起波長、MitoTracker Green と Rh 123





後ろからイオン化溶媒として 70% MeOH を入れ、Nano-ESI のイオン源を取り付けた
質量分析計 LTQ-Orbitrap Velos Pro に設置した。そして、チップ内の細胞成分をイオ
ン化するため、-8kV の電圧を印加して測定を行った。細胞に投与した蛍光プローブは、
ポジティブモードで m/z = 495.220 (MitoTracker Red), m/z = 601.270 (MitoRed), m/z 















Orbitrap での測定時と同様に、顕微鏡下で HepG2 細胞を観察しながら、ナノスプレ
ーチップで標的とした細胞からミトコンドリア単体を採取した。そして、そのチップの
後ろからイオン化溶媒として 70% MeOH を入れ、Nano-ESI のイオン源を取り付けた
質量分析計 TSQ-Vantage に設置した。そして、チップ内の細胞成分をイオン化するた
め、－8kV の電圧を印加して測定を行った。 
Vantage では SRM スキャンで検出を行ったが、各プローブの m/z の Q1、Q3 にお
ける組み合わせは、標品の測定結果より、MitoTracker Red は Q1 m/z 495 → Q3 m/z 
460、 MitoRed は Q1 m/z 601 → Q3 m/z 557、MitoTracker Green Q1 m/z 634 →
Q3 m/z 356、Rh 123 は Q1 m/z 345 →Q3 m/z 268 とした。 



























Average MitoRed 1 MitoRed 2 Average
MitoTracker Red 495 460 1.2 1.1 1.1 1.1 1.2 1.2 1.2
MitoRed 601 557 1.4 1.1 1.9 1.5 1.4 1.2 1.3
MitoTracker Green 634 356 1.2 1.1 4.2 2.7 1.2 1.2 1.2
Rh123 345 268 4.8 4.3 5.2 4.8 5.4 1.2 3.3





Average Rh123 1 Rh123 2 Average
MitoTracker Red 495 460 1.2 1.1 1.4 1.3 1.5 0.7 1.1
MitoRed 601 557 1.7 1.9 2.0 2.0 2.4 1.1 1.8
MitoTracker Green 634 356 2.0 5.6 3.5 4.6 1.8 2.5 2.1
































まれる。そこで、今回の実験で溶媒として使用するものは MeOH と決定した。 
MeOH と水の比率の検討を行った。まず、1μM の MitoTracker Green と ATP が入
った溶媒として、50％ MeOH から測定し、60%、70%、80%、90%と MeOH の割合を
上げていき、そのときのイオンのピーク強度を測定した。 










のは、80% MeOH、80% MeOH＋0.1% ギ酸、80% MeOH＋1mM ギ酸アンモニウム
の 3 種類で、それぞれ MitoTracker Green と ATP のピーク強度で比較を行った。 





MeOH の割合を 50%から 90%まで 10%ずつ上げて作成し、測定した結果、
MitoTracker Green も ATP も、MeOH が 80%となったところで最も検出感度が高く
なった。これは、MeOH の割合を 50%から 80%に増やしていくことで、溶媒の粘性が
低くなり、イオン化が効率的に行われ、検出感度が上昇したことが原因であると考えら
れる。そして、80%から 90%へと増えるときには、MitoTracker Green も ATP も親水
性の物質であるため、溶媒中に効率良く溶けることが出来なくなり、溶媒内の濃度が下
がったことが原因ではないかと考えられる。この結果から、イオン化溶媒として使用す
る溶媒は、80% MeOH と決定した。 
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次に、80% MeOH、80% MeOH＋0.1% ギ酸、80% MeOH＋1mM ギ酸アンモニウ
















ン化される可能性がある。このことが、MitoTracker Green は 80% MeOH でイオン強
度が強く検出された原因であると考えられる。 





能性がある。このことが、ATP は 80% MeOH でイオン強度が強く検出された原因であ
ると考えられる。 
以上の検討結果から、ミトコンドリアを正確に捕捉できているか判断するための指標







ミトコンドリア単体の代謝物分析は、Vantage の SRM モードで測定を行ったため、































Japan）を購入して実験に使用した。この蛍光色素を DMSO で最終濃度 1µM となる
ように希釈し、それをストックとして保管した。今回は、グルコースから始まる解糖系
に関わる分子、そこから繋がる TCA サイクルの代謝物、そしてエネルギーである ATP
等を測定の対象とした。分析の標的とする、Adenosine monophosphate (AMP), 
Adenosine diphosphate (ADP), ATP, Pyruvic acid, Lactic acid, Fumaric acid, Succinic 
acid, Oxaloacetic acid, Malic acid, α-Ketoglutaric acid, Aconitic acid, Citric acid, 
Isocitric acid, Glucose 6-phospate, Fluctose 1,6-phosphate, Glucose, 2-phospho-
glycerate, 3-phosphoglyceric acid, Phosphoenolpyruvic acid, Acetyl-CoA, Succinyl-
CoA は、SRM の分析を行うための最適条件を検討するため、Sigma-Aldrich 製の試薬
を購入し、使用した。そして、同位体標識した分子を使って代謝を追跡するため、D-
Glucose の同位体（D-Glucose (U-13C6, 99%), Cambridge Isotope Laboratories, Inc.）
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を使用した。これは、Glucose に含まれる 6 つの炭素が全て重さ 12 から 13 に置き換
わっており、通常の Glucose とは m/z の値で 6 だけ大きな m/z で検出される。 
測定については、ミトコンドリア内の代謝物をより高感度に分析することを目指した
ので、高感度質量分析計 TSQ-Vantage を使用して測定することとした。測定時にイオ




（－）で最終濃度 25mM となるように希釈したものを使用した。 
細胞観察の際は、ガラスボトムのディッシュで、ディッシュボトムに細胞接着を促進
させるためのコラーゲンがコーティングしてある、D11134（Matsunami Grass Ind., 
Ltd.）を使用した。 
測定時にばらつきが生じる可能性のある、エレクトロスプレーによるイオン化効率を
補正するため、Fluorescein（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を、イオン化溶
媒に最終濃度で 100nM となるよう調整した。 
 
３-４-２ 細胞培養 
実験に使用した細胞は、Human hepatocellular carcinoma cell line （HepG2）を使
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用した。この細胞を、Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (Sigma-Aldrich 
Inc.) に、Fetal calf serum （FBS, Thermo Fisher）10%、Penicillin（Wako Pure 
Chemical Industries, Ltd.）と Streptomycin G（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）
が 100mg/mL となるよう調整した培養培地として使用し、37℃、5%の CO2 という条
件の下で培養した。 
そして、培養培地とは別に、細胞に 13C Glucose を取り込ませるための培地を調整し
た。Dulbecco’s Modified Eagle Medium without Glucose (Sigma-Aldrich Inc.) に、抗
生物質の Penicillin（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）と Streptomycin G（Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd.）が 100mg/mL となるよう調整した培地に、培養培地
と同じ Glucose 濃度とするため、13C Glucose を最終濃度で 4.875g/L に調整して添加
し、13C Glucose 培地として調整した。そして、サンプリングの前 3hrs、12hrs に培養




細胞をサンプリングする 60 分前に、HepG2 細胞が培養してあるディッシュに、ミト















媒として 2μL の 70％ MeOH を添加し、Nano-ESI のイオン源が装着された高感度質








Vantage では、SRM モードで測定を行うため、予め目的としている分子に応じた Q1
と Q3 の m/z の組み合わせを決定した。そして、目的とするイオンのプロダクトイオン
が最も感度よく検出されるように予め最適化していた、質量分析計の入口の S-Lens の
電圧と、Collision Energy の条件を作成した。また、それらの分子に含まれる炭素が 12C
から 13C に置き換わったときに検出されると考えられるプリカーサーイオンとプロダ





ため、予め標品を測定し、目的の測定に応じた Q1 と Q3 の m/z の組み合わせを決定し
ている。Q3 スキャンで選ばれたプロダクトイオンのピーク強度を用いて、小器官にお
ける代謝物量の違いや、時間経過における同位体標識物質の推移を確認した。（Table. 
3-2 (A), (B)） 
 
 
Table. 3-2 (A) ポジティブイオンモードで測定を行う標的分子 
Compound Formula Q1 Q3 S-lens CE




Table. 3-2 (B) ネガティブイオンモードで測定を行う標的分子 
Compound Formula Q1 Q3 S-lens CE
Glucose C6H12O6 179 59 44 20
13C Glucose 13C6H12O6 185 61 44 20
AMP C10H14N5O7P 346 79 150 24
13C AMP 13C10H14N5O7P 351 82 150 24
ADP C10H15N5O10P2 426 134 180 25
13C ADP 13C10H15N5O10P2 431 138 180 25
ATP C10H16N5O13P3 506 159 162 39
13C ATP 13C10H16N5O13P3 511 163 162 39
Acetyl-CoA C23H38N7O17P3S 808 408 316 35
13C Acetyl-CoA 13C23H38N7O17P3S 813 408 316 35
Gluctose 6-phosphate C6H13O9P 259 97 117 19
13C Gluctose 6-phosphate 13C6H13O9P 265 100 117 19
Fructose 1,6-phosphate C6H14O12P2 339 241 141 15
13C Fructose 1,6-phosphate 13C6H14O12P2 345 247 141 15
2-phospho-glycerate C3H7O7P 185 97 58 15
13C 2-phospho-glycerate 13C3H7O7P 188 100 58 15
Phosphoenolpyruvic acid C3H5O6P 167 63 74 73
13C Phosphoenolpyruvic acid 13C3H5O6P 170 66 74 73
Pyruvic acid C3H4O3 87 43 32 10
13C Pyruvic acid 13C3H4O3 90 45 32 10
Lactic acid C3H6O3 89 45 32 13
13C Lactic acid 13C3H6O3 92 47 32 13
Citric acid C6H8O7 191 111 84 14
13C Citric acid 13C6H8O7 197 115 84 14
Aconitic acid C6H6O6 173 85 55 14
13C Aconitic acid 13C6H6O6 179 89 55 14
α -Ketoglutaric acid C5H6O5 145 57 47 13
13C α -Ketoglutaric acid 13C5H6O5 150 60 47 13
Fumaric acid C4H4O4 115 27 39 14
13C Fumaric acid 13C4H4O4 119 29 39 14
Succinic acid C4H6O4 117 99 45 12
13C Succinic acid 13C4H6O4 121 103 45 12
Succinyl-CoA C25H40N7O19P3S 866 339 309 51
13C Succinyl-CoA 13C25H40N7O19P3S 872 342 309 51
Malic acid C4H6O5 133 73 74 18
13C Malic acid 13C4H6O5 137 75 74 18
Oxaloacetic acid C4H4O5 131 44 47 15
13C Oxaloacetic acid 13C4H4O5 135 46 47 15




３-５ ミトコンドリア単体の代謝物追跡に向けた 1細胞質量分析法の適用 
検討をもとに、ミトコンドリア単体の分析を行った。1 細胞質量分析法により、生き
た細胞からミトコンドリア単体と細胞質をサンプリングした。（Fig. 3-8 (A), (B)）ミト 
 
 










phosphate と、2-Phosphoglycerate の 2 つの代謝物が検出できていなかった。これは、
両代謝物ともリン酸がついた代謝物であり、不安定であるため、質量分析に取り込まれ 
 
Fig 3-8 ミトコンドリア単体と細胞質を 5 回ずつサンプリングして測定して 
検出された MitoTracker Green のピーク強度(A)と、 
細胞質とミトコンドリアでのピーク強度の平均値と分散(B) 













検 出 さ れ た Glucose 、 Fructose 1,6-phosphate 、 3-phosphoglyceric acid 、
Phosphoenolpyruvic acid、Pyruvic acid、Lactic acid といった全ての代謝物でミトコ
ンドリアより細胞質で強く検出される傾向にあった。その中でも、Pyruvic acid は比較
的、細胞質とミトコンドリアで同程度のイオン強度を示していた。（Fig. 3-10） 
解糖系から TCA サイクルへの移り変わるときに、解糖系によって生じた Pyruvic 
























Citric acid、Succinic acidは細胞質で強く検出される傾向にあったが、Aconitic acid、
a-Ketoglutaric acid、Malic acid については、ミトコンドリアで強く検出される傾向に
あった。その他の、Oxaloacetic acid と Fumaric acid は、細胞質とミトコンドリアの
間では検出されたイオンのピーク強度にあまり違いは無いようだった。（Fig. 3-11） 
これらの代謝物のうち、Citric acid はトリカルボン酸輸送体の働きによって、ミトコ
ンドリア内から細胞質に放出される。そしてミトコンドリア内の Citric acid の濃度を
低く保っておき、Pyruvic acid から Oxaloacetic acid への代謝を進め、TCA サイクル
を円滑に回す働きを持っている可能性がある。また、a-Ketoglutaric acid は a-ケトグ
ルタル酸輸送体の働きによって、細胞質からミトコンドリア外に取り込まれる。
Succinyl-CoA は、TCA サイクル内で Succinic acid となって TCA サイクルを進めるだ





ることのないよう、細胞質からミトコンドリア内へ a-Ketoglutaric acid を取り込む機
構が働いている可能性が示唆された。低く保っておき、Pyruvic acid から Oxaloacetic 
acid への代謝を進め、TCA サイクルを円滑に回す働きを持っている可能性がある。ま
た、a-Ketoglutaric acid は a-ケトグルタル酸輸送体の働きによって、細胞質からミト
コンドリア外に取り込まれる。Succinyl-CoA は、TCA サイクル内で Succinic acid と
なって TCA サイクルを進めるだけでなく、Heme を合成するための経路にも繋がって




いく。Heme 合成経路と TCA サイクルといった、2 つの重要な代謝経路を動かしてい
るため、Succinyl-CoA が枯渇することのないよう、細胞質からミトコンドリア内へ a-
Ketoglutaric acid を取り込む機構が働いている可能性が示唆された。 
 
３-５-２ 13C Glucose の代謝追跡 
解糖系の代謝物に関しては、検出された Glucose、Fructose 1,6-phosphate、3-
Phosphoglyceric acid、Phosphoenolpyruvic acid、Pyruvic acid、Lactic acid といっ
た全ての代謝物で、細胞質では 12C から 13C の代謝物に置換されていった様子が確認
された。Fig. 3-12 で、1 つの代謝物につき 4 本あるヒストグラムの左 2 本が細胞質の
測定データを示している。そのうち、左側は 13C Glucose を投与してから 3 時間後に
細胞質をサンプリングして得られたデータ、右側は 13C Glucose を投与してから 12 時
間後に細胞質をサンプリングして得られたデータを示している。4 本あるヒストグラ
ムの右 2 本はミトコンドリアの測定データを示している。そのうち、左側は 13C 
Glucose を投与してから 3 時間後にミトコンドリアをサンプリングして得られたデー
タ、右側は 13C Glucose を投与してから 12 時間後にミトコンドリアをサンプリングし
て得られたデータを示している。 
これらの検出された代謝物の中でも、Glucose に近い代謝物は、置換が早く進行し










13C Pyruvic acid が、細胞質からミトコンドリアへ濃度輸送によって取り込まれている




可能性があるため、細胞質での 13C Pyruvic acid の置換割合がそのままミトコンドリア
での置換割合に反映していることが原因であると考えられる。 
TCA サイクルの代謝物に関しては、検出された Citric acid、Aconitic acid、a-
Ketoglutaric acid、Succinic acid、Fumaric acid、Malic acid、Oxaloacetic acid の全
てで、細胞質とミトコンドリアにおいて、同程度置換されている様子が確認された。 
Fig. 3-12 のときと同様、Fig. 3-13 においても、1 つの代謝物につき 4 本あるヒスト 
グラムの左 2 本が細胞質の測定データを示している。そのうち、左側は 13C Glucose 
 




を投与してから 3 時間後に細胞質をサンプリングして得られたデータ、右側は 13C 
Glucose を投与してから 12 時間後に細胞質をサンプリングして得られたデータを示し
ている。4 本あるヒストグラムの右 2 本はミトコンドリアの測定データを示している。
そのうち、左側は 13C Glucose を投与してから 3 時間後にミトコンドリアをサンプリン
グして得られたデータ、右側は 13C Glucose を投与してから 12 時間後にミトコンドリ
アをサンプリングして得られたデータを示している。 
検出された代謝物のうち、Oxaloacetic acid、Citric acid、a-Ketoglutaric acid につ
いては、13C への置換の進行が比較的早いが、その後代謝が進行した Fumaric acid に
ついては、あまり置換の進行が進んでいないようだった。（Fig. 3-13） 
Fumaric acid は、アミノ酸である Tyrosine と Phenylalanine からの代謝経路が存在











ア特異的蛍光プローブを 4 種類（MitoTracker Red、MitoRed、MitoTracker Green、
Rh 123）を細胞に投与し、それぞれの蛍光を発している箇所、ミトコンドリアをナノス











するため、安定同位体である 13C Glucose を使って実験を行った。細胞を培養している
培地を、13C Glucose のものに置き換え、3 時間後にミトコンドリアと細胞質をサンプ
リング、そして、12 時間後に同様にミトコンドリアと細胞質をサンプリングした。そ





































































ーブ 4 種類（MitoTracker Red、MitoRed、MitoTracker Green、Rh 123）を細胞に投
与し、共焦点レーザー顕微鏡下で 60 倍の油浸レンズを用いて観察した。蛍光観察を行
いながらミトコンドリア単体をナノスプレーチップで採取し、質量分析計 LTQ-
Orbitrap Velos Pro で蛍光プローブの分子分析を試みた。しかしながら、標的としてい
るミトコンドリア単体が小さ過ぎるためか、そこに取り込まれていると考えられる蛍光
プローブは全く検出することができなかった。そこでこの問題を解決するため、高感度













TCA サイクルの代謝物に関しては、Citric acid、Succinic acid は細胞質で強く検出さ
れる傾向にあったが、Aconitic acid、a-Ketoglutaric acid、Malic acid については、ミ
トコンドリアで強く検出される傾向にあった。今回検出できていなかった Succinyl-
CoA は、Succinic acid へと代謝されて TCA サイクルを進めるだけでなく、Heme 合成
経路にも繋がっている。TCA サイクルと Heme 合成経路といった、細胞にとって重要
な 2 つ代謝経路に関与しているため、Succinyl-CoA が枯渇することのないよう、細胞
質からミトコンドリア内へ a-Ketoglutaric acid 取り込む機構が働いている可能性が示
唆された。 
さらに、それらの代謝物が代謝され、小器官の間を出入りしている様子を、1 細胞レベ
ルで追跡するため、安定同位体である 13C Glucose を使って実験を行った。細胞培養培
110 
 
地を、13C Glucose の培地に置換し、3 時間後、そして 12 時間後にミトコンドリアと細
胞質をそれぞれ採取し、13C Glucose とその代謝物の検出を試みた。その結果、細胞質
では解糖系の代謝物で 12C から 13C への置き換わりがあったが、ミトコンドリアではあ
まり置き換わっていなかった。細胞質はミトコンドリアと比較して、解糖系が頻繁に行
われる場所であり、同代謝物を蓄積していることが原因だと考えられる。これと対照的
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